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Os óleos de copaíba (Copaifera sp.) são amplamente utilizados na medicina popular e pelas 
indústrias farmacêuticas e de cosméticos. A ampla comercialização destas oleoresinas, e suas 
semelhanças físico-químicas, como a cor, densidade e viscosidade, resultam na mistura de 
óleos de copaíba de diferentes espécies, assim como adulterações com óleos de outras 
procedências. Para o controle de qualidade desses óleos, é necessário a padronização da 
composição química para as espécies, avaliando a variação na concentração dos constituintes 
mais relevantes e seus limites mínimos de detecção. Nesse artigo foi realizado a quantificação 
do β-cariofileno e óxido de cariofileno em 10 óleos autênticos de C. multijuga por 
cromatografia em fase gasosa (CG-EM) e a avaliação das principais características de 
desempenho do método desenvolvido. Foram identificados 44 constituintes, dos quais o β-
cariofileno foi o principal deles, detectados em todos os óleos e em maior concentração. A 
linearidade dos padrões foi obtida a partir das curvas analíticas para o β-cariofileno e óxido de 
cariofileno, com coeficiente de correlação (R2) de 0,9917 mg.mL-1 para o β-cariofileno e 
0,9913 mg.mL-1 para o óxido de cariofileno. O LD e LQ para o β-cariofileno foram 0,0089 
mg.mL-1 e 0,0165 mg.mL-1 e para o óxido de cariofileno 0,0137 mg.mL-1 e 0,0280 mg.mL-1 
respectivamente. A concentração do β-cariofileno nos óleos analisados variou de 0,317 
mg.mL-1 a 0,886 mg.mL-1 e para o óxido de cariofileno a variação foi de 0,004 mg.mL-1 a 
0,272 mg.mL-1.  




Copaiba oils (Copaifera sp.) are widely used in folk medicine and the pharmaceutical and 
cosmetic industries. The widespread commercialization of these oleoresins, and their 
physicochemical similarities, such as color, density and viscosity, result in the mixing of 
copaiba oils from different species, as well as adulteration with oils from other sources. For 
the quality control of these oils, it is necessary to standardize the chemical composition for the 
species, evaluating the variation in the concentration of the most relevant constituents and their 
minimum detection limits. In this paper we quantified β-caryophyllene and caryophyllene 
oxide in 10 authentic C. multijuga oils by gas chromatography (GC-MS) and evaluated the 
main performance characteristics of the developed method. Forty-four constituents were 
identified, of which β-caryophyllene was the main one, detected in all oils and in higher 
concentration. The linearity of the standard obtained from the analytical curves for β-
caryophyllene and caryophyllene oxide, with correlation coefficient (R2) of 0.9917 mg.mL-1 
for β-caryophyllene and 0.9913 mg.mL- 1 for caryophyllene oxide. The LD and LQ for β-
caryophyllene were 0.0089 mg.mL-1 and 0.0165 mg.mL-1 and for caryophyllene oxide 0.0137 
mg.mL-1 and 0.0280 mg.mL-1 respectively. The concentration of β-caryophyllene in the 
analyzed oils ranged from 0.317 mg.mL-1 to 0.886 mg.mL-1 and for caryophyllene oxide the 
range was from 0.004 mg.mL-1 to 0.272 mg.mL-1. 
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Os óleos de copaíba (Copaifera sp.) são amplamente conhecidos por suas propriedades 
medicinais. São obtidos naturalmente, por extração direta dos troncos das árvores do gênero 
Copaifera e encontram-se distribuídos no território brasileiro, com predominância nas regiões 
Amazônica e Centro-Oeste do Brasil. A principal utilização desses óleos está relacionada a 
suas propriedades anti-inflamatórias. São usados para tratar uma série de inflamações que 
variam desde o trato urinário ao respiratório (Veiga Junior e Pinto, 2002; Fernandes et al., 
2007; Gomes et al., 2010). Estudos indicam que as propriedades anti-inflamatórias dos óleos 
de copaíba estão associadas a presença do β-cariofileno. Além de apresentar excelentes 
propriedades biológicas, o β-cariofileno é o marcador químico do gênero Copaifera, por fazer 
parte da composição de todos os óleos deste gênero, mesmo em concentrações variáveis 
(Veiga Junior et al., 2007; Leandro et al., 2012). 
As oleoresinas de C. multijuga apresentam uma característica diferente das demais 
espécies do gênero Copaifera. Cerca de 90% da sua composição química é constituída por 
sesquiterpenos, sendo o β-cariofileno o principal deles, representando 60% da composição 
total do óleo (Cascon e Gilbert, 2000; Sant’Anna et al., 2007; Veiga Junior et al., 2007; 
Barbosa et al., 2012; Barbosa et al., 2013; Trindade et al., 2018). Devido à alta concentração 
deste sesquiterpeno e suas propriedades medicinais, diversos estudos foram realizados com 
esta oleoresina, visando a obtenção de formulações com microemulsões (Neves et al., 2018) e 
nanoemulsões (Dias et al., 2012; Lucca et al., 2015), assim como a complexação desses óleos 
com ciclodextrinas para potencializar ainda mais suas propriedades terapêuticas (Pinheiro et 
al., 2017). 
A mais antiga e atual problemática dos óleos de copaíba, consiste na diferenciação 
entre as espécies deste gênero e na padronização da sua composição química. Apesar de 
algumas características serem comuns a estes óleos, cada oleoresina apresenta características 
específicas, como cor, densidade, viscosidade e composição química. O grande número de 
espécies do gênero Copaifera, associado a demanda dos óleos e suas similaridades (botânicas 
e físico-químicas) têm contribuído para a mistura de óleos de copaíba de espécies diferentes e 
adulterações com óleos de outras procedências, dificultando a identificação correta da espécie, 
assim como a aplicação apropriada da oleoresina (Veiga Junior e Pinto, 2002; Tappin et al., 
2004). 
A utilização das oleoresinas de C. multijuga para fins terapêuticos ou industriais exige 
meios que possam contribuir para padronização da composição química e possam auxiliar no 
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controle de qualidade dessas oleoresinas. Relatos recentes têm mostrado o desenvolvimento e 
validação de métodos analíticos que promovam a quantificação de marcadores químicos em 
óleos de copaíba, porém, nenhum deles refere-se a quantificação do β-cariofileno e seu óxido 
em óleos de C. multijuga (Sousa et al., 2011; Souza et al., 2012; Borges et al., 2013; Da Silva 
et al., 2017; Xavier-Junior et al., 2017; Carneiro et al., 2018). Apenas relatos de análises 
qualitativas e semiquantitativas foram descritas para esta espécie por cromatografia em fase 
gasosa (Veiga Junior et al., 1997; Barbosa et al., 2012; Barbosa et al., 2013). 
 A cromatografia em fase gasosa é a técnica clássica utilizada para separação, 
quantificação, desenvolvimento e validação de métodos em óleos de copaíba. Por apresentar 
rápida separação, alta sensibilidade e confiabilidade tem sido frequentemente usada na 
padronização da composição química desses óleos (Veiga Junior et al., 1997; Cascon e Gilbert, 
2000; Tappin et al., 2004; Veiga Junior e Pinto, 2005; Veiga Junior et al., 2007; Sousa et al., 
2011; Barbosa et al., 2012). Nesse viés, este artigo descreve um método para a padronização 
química dos óleos de óleos de copaíba por cromatografia em fase gasosa com detector de 
massas (CG-EM), para a quantificação do β - cariofileno e do óxido de cariofileno em óleos 
autênticos de C. multijuga. 
 
2  MATERIAIS E MÉTODOS 
2.1. COLETA DAS OLEORESINAS 
As oleoresinas de C. multijuga foram coletadas nos meses de junho, julho e agosto, do 
ano de 2012, na Reserva Florestal Adolpho Ducke, no município de Manaus, estado do 
Amazonas, Brasil (28o 57’ 43’’ S, 59o 55’ 38’’ W). Os óleos foram coletados adequadamente 
pela Dra. Raquel Medeiros, por extração direta das árvores, através de incisões no tronco com 
broca manual de metal. Após a coleta, as oleoresinas foram devidamente armazenadas em 
frascos de vidro âmbar, protegidos da luz e do calor. O estudo foi realizado com oleoresinas 
de 10 (dez) espécimes de C. multijuga com o objetivo de avaliar o perfil químico e a variação 
na composição química dos constituintes numa mesma espécie. 
 
2.2. DERIVATIZAÇÃO DAS AMOSTRAS 
Os oleoresinas de C. multijuga foram derivatizadas por uma reação in situ, usando o 
reagente de esterificação trimetilsilildiazometano (TMSD), convertendo os ácidos 
diterpênicos em ésteres de ácidos graxos. Os óleos de copaíba foram esterificados de acordo a 
metodologia descrita por Migowska e colaboradores (2010) com pequenas modificações. 
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Adicionou-se 220 µL de uma solução de metanol a 10% em acetona, em 1 mg da oleoresina 
de C. multijuga. Agitou-se por 30 segundos em vórtex (Prolab) para solubilização das 
amostras, e em seguida, adicionou-se 30 µL do reagente de esterificação 
trimetilsilildiazometano (TMSD). As soluções ficaram em repouso por 20 minutos, em 
seguida as amostras foram avolumadas para 1 mL e injetadas no Cromatógrafo em fase gasosa. 
 
2.3.ANÁLISE POR CROMATOGRAFIA EM FASE GASOSA ACOPLADA A 
ESPECTROMETRIA DE MASSAS 
A análise dos óleos de copaíba foi realizada em Cromatógrafo da Thermo Scientific, 
acoplado ao espectrômetro de massas (CG-EM), equipado com auto-amostrador TriPlus RSH, 
equipado com coluna capilar (Tr-5; 30 m x 0.25 mm ID x 0.25 µm). As amostras foram 
inseridas no sistema cromatográfico (1 μL) por meio de injetor a 250 oC, com taxa de divisão 
1:50 e vazão de 1 mL/min, utilizando hélio ultrapuro como gás de arraste e detector a 250 oC. 
As condições de temperatura do forno foram baseadas numa rampa que inicia em 90 oC até 
160 oC (2,5 oC/min.) e de 160 oC à 290 oC (10,0 oC/min.) com uma isoterma final de 3 minutos. 
As amostras foram ionizadas por impacto de elétrons com energia de 70 eV, sendo em seguida 
fragmentada e separada em sistema quadrupolo com varredura de 40 a 600 uma. 
 
2.4  CARACTERIZAÇÃO QUÍMICA DAS OLEORESINAS DE C. MULTIJUGA 
 Os constituintes químicos das oleoresinas foram identificados baseado em seus índices 
de retenção (IR), por comparação com padrões autênticos, com a literatura (ADAMS, 2007) e 
com o banco de dados disponível na espectroteca. 
 
2.5  LINEARIDADE 
A linearidade do método desenvolvido para a quantificação dos 2 sesquiterpenos nas 
10 oleoresinas de C. multijuga foi avaliada pelo desenvolvimento das curvas analíticas para 
cada padrão, em diferentes concentrações. As concentrações foram selecionadas conforme a 
sensibilidade de cada padrão às condições cromatográficas e as relações lineares foram 
baseadas na resposta analítica em função da concentração de cada analito. As curvas analíticas 
para o β-cariofileno e óxido de cariofileno foram preparadas a partir da diluição dos padrões 
de 1 mg/mL em diclorometano. Foram preparadas cinco soluções de cada padrão, variando a 
concentração entre 0,130 mg/mL e 0,619 mg/mL para o β-cariofileno e 0,031 mg/mL e 0,216 
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mg/mL para o óxido de cariofileno. Para obtenção da curva analítica, cada solução padrão foi 
analisada em duplicata nas condições experimentais estabelecidas. 
 
2.6 REPETIBILIDADE  
As análises foram realizadas em duplicata com intervalo de 24 horas dos 5 pontos da 
curva analítica sendo o procedimento realizado pelo mesmo equipamento alternando apenas o 
dia. Os resultados foram expressos pelo coeficiente de variância e exatidão para determinar a 
precisão da análise e avaliar o nível de confiabilidade do método. A equação utilizada para o 
cálculo deste parâmetro encontra-se na equação 1. 
                  
 Exatidão =  
𝑀é𝑑𝑖𝑎 𝑑𝑎 𝑐𝑜𝑛𝑐𝑒𝑛𝑡𝑟𝑎çã𝑜 𝑒𝑥𝑝𝑒𝑟𝑖𝑚𝑒𝑛𝑡𝑎𝑙
𝑐𝑜𝑛𝑐𝑒𝑛𝑡𝑟𝑎çã𝑜 𝑡𝑒ó𝑟𝑖𝑐𝑎
 𝑥 100              (1) 
 
2.7 LIMITE DE DETECÇÃO (LD) E LIMITE DE QUANTIFICAÇÃO (LQ) 
Os limites de detecção e quantificação foram determinados após a obtenção da curva 
analítica para cada padrão para avaliar a linearidade. Esses parâmetros foram calculados a 
partir das equações sugeridas pelo DOQ-CGCRE-008 e encontram-se nas equações 2 e 3. 
                                              𝐿𝐷 = 3,3𝑥 
𝑠
𝑏
                                                   (2) 
Onde, s = desvio padrão do menor nível da curva analítica; b= coeficiente angular. 
                                  𝐿𝑄 = 10𝑥𝑠/𝑏                                                (3) 
Onde, s = desvio padrão do menor nível da curva analítica; b= coeficiente angular. 
 
3 RESULTADOS E DISCUSSÃO 
3.1  CARACTERIZAÇÃO QUÍMICA DOS ÓLEOS DE COPAIFERA MULTIJUGA 
Os perfis cromatográficos obtidos para os óleos de C. multijuga apresentam 
características de oleoresinas autênticas. A maior parte da composição química dos óleos desta 
espécie é constituída pelos sesquiterpenos, com predominância do β - cariofileno, e em menor 
proporção pelos ácidos diterpênicos (Fig. 1A). Diferenças qualitativas e quantitativas são 
observadas entre as oleoresinas analisadas. Apesar das variações observadas, é possível definir 
um padrão para a composição química dos óleos de C. multijuga. O número de constituintes 
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detectados nas regiões sesquiterpênica e diterpênica é uma das principais características desta 
espécie, além da especificidade da composição dos ácidos diterpênicos. A obtenção do perfil 
químico desta espécie permite a detecção de possíveis adulterações pela simples obtenção do 
perfil cromatográfico destas oleoresinas por CG. As variações qualitativas e quantitativas são 
mais pronunciadas entre os sesquiterpenos, influenciando diretamente na qualidade do aroma 
da fração volátil da oleoresina (Fig. 1B). 
Foram identificados um total de 44 constituintes distintos em diferentes concentrações 
nas 10 oleoresinas analisadas (Tabela 1). Dentre as substâncias detectadas, o α-copaeno (1), o 
β-cariofileno (2), α-humuleno (3), amorfa - 4,7(11) - dieno (4), óxido de cariofileno (5), os 
ácidos copálico e 11-acetóxi-copálico foram observados em todos os óleos, sendo o β-
cariofileno, o constituinte majoritário em 9 das 10 amostras analisadas. O β-cariofileno é um 
dos principais constituintes detectados nos óleos de C. multijuga por suas inúmeras 
propriedades biológicas, por suas diversas aplicações nas indústrias de perfumes e cosméticos 
e por sua elevada concentração nos óleos desta espécies (24,87 a 70,67%). Além do β-
cariofileno contribuir de forma singular para as propriedades biológicas dos óleos de copaíba 
ele também contribui acentuadamente para o aroma amadeirado desta oleoresina, 
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Figura 1. Perfil cromatográfico dos óleos de C. multijuga por cromatografia em fase gasosa (A). Cromatograma 
ampliado da região de eluíção dos sesquiterpenos (B). Principais sesquiterpenos: α-copaeno (1); β-cariofileno 
(2); α-humuleno (3); amorfa-4,7(11)-dieno (4); Óxido de cariofileno (5). 
 
O teor de sesquiterpenos detectados nessas oleoresinas variou entre 86,21% e 96,26% 
e entre 0,34% a 6,27% para os ácidos diterpênicos, corroborando os dados disponíveis na 
literatura (Veiga Junior e Pinto, 1997; Veiga Junior et al., 2007; Barbosa et al., 2012; Barbosa 
et al., 2013). O total de constituintes identificados para cada óleo foi dado como satisfatório, 
uma vez que o teor das substâncias identificadas variou de 88,85% a 98,55% entre as amostras. 
 
Tabela 1. Composição química das 10 oleoresinas de Copaifera multijuga analisadas. 
 
Constituintes IR Teor (%) 




0,68 0,57 0,38 0,24 1,01 0,42 0,41 0,22 0,55 0,42 
 α-ylangeno  
137
3 


















1,27 0,39 - 0,18  0,59 - 0,39 - 0,12 
 β-elemeno  
138
9 




0,1 0,18 0,29 - - - - - - 0,4 
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2,49 3,66 1,63 3,07 1,54 2,23 1,64 3,02 2,15 0,89 















0,44 - 4,52 3,7 
 δ-Selineno  
149
2 
- - - - - - - - - 0,26 
 γ-Amorpheno  
149
5 
































- 0,19 - 0,1 - - - - - - 






- 6,69 - - - 3,82 0,9 
 Álcool cariofilenil  
157
0 




- - - - - 0,17 - - - - 
 Óxido de cariofileno 
158
2 















- - - - - - - 
23,5
5 
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0,32 2,11 0,89 1,6 1,08 0,78 - - 1,12 0,63 
 (Torreyol) α-muurolol  
164
4 












- - - - 0,33 - - - - 9,01 
 ácido copálico  2,05 0,85 0,35 0,19 1,67 1,7 4,13 0,6 1,53 0,96 
 ácido 11-hidróxi-
copálico 
 - 0,09 - - - - - - - 0,32 
 ácido agático  0,37 0,17 0,04 0,11 0,07 0,33 0,7 0,23 - 0,37 
 ácido 11-acetóxi-
copálico 























As concentrações dos padrões para o desenvolvimento das curvas analíticas foram 
determinadas a partir de análises prévias da variação do β-cariofileno e óxido de cariofileno 
nos óleos de C. multijuga. As curvas do β-cariofileno e óxido de cariofileno demonstraram um 
comportamento linear com coeficiente de correlação (R2) igual a 0,9917 e 0,9913 
respectivamente (Fig.2). A faixa linear para o β-cariofileno foi de 0,13 mg.mL-1 a 0,62 mg.mL-









 Figura 2. Curva analítica para o b-cariofileno (A) e curva analítica para o óxido de cariofileno (B). 
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3.3  LIMITE DE DETECÇÃO (LD) E LIMITE DE QUANTIFICAÇÃO (LQ) 
Os limites de detecção (LD) e quantificação (LQ) foram calculados com base na curva 
analítica, para avaliar a linearidade a partir das equações estabelecidas pela ANVISA. O LD e 
LQ obtidos foram de 0,0089 mg.mL-1 e 0,0165 mg.mL-1, para o β-cariofileno e de 0,0137 
mg.mL-1 e 0,0280 mg.mL-1 para o óxido de cariofileno, respectivamente. Os valores de LD e 
LQ obtidos para ambos os padrões sesquiterpênicos foram excelentes, enaltecendo o mérito 
do método, corroborando com os dados disponíveis na literatura, para a quantificação desses 
sesquiterpenos. Xavier-Junior e colaboradores (2017) propuseram a quantificação desses dois 
marcadores químicos em 01 oleoresina de C. langsdorffii, também por CG-EM, e obtiveram 
valores de LD de 0,01195 mg.mL-1 e LQ 0,03985 mg.mL-1 para o β-cariofileno e de 0,00822 
mg.mL-1 e LQ com e 0,02740 mg.mL-1 para o óxido de cariofileno, respectivamente.  
 
3.4  REPETIBILIDADE 
A repetibilidade foi obtida baseada nos coeficientes de variação (CV) do β-cariofileno 
para três concentrações diferentes (baixa, média e alta), realizados em duplicata. O CV obtido 
está dentro dos critérios sugeridos pela ANVISA, uma vez que o mesmo está abaixo de 5% 
com exatidão de ± 15%, sugerindo uma boa repetibilidade para o experimento (tabela 2). 
 







3.5  QUANTIFICAÇÃO DE Β-CARIOFILENO E ÓXIDO DE CARIOFILENO NOS 
ÓLEOS DE C. MULTIJUGA. 
A quantificação dos marcadores químicos foi feita em 10 amostras de óleos de C. 
multijuga. Na tabela 3 são apresentados os resultados obtidos da quantificação do β-cariofileno 
e do seu óxido, realizados em triplicata e calculados a partir das porcentagens da área de cada 







D.P C.V E (%) 
0,13 0,10 80,77 2,45 3,03 81,06 
0,28 0,30 84,55 3,88 4,58 106,08 
0,62 0,61 90,41 3,81 4,22 98,07 
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apresentando CV abaixo de 5% para todas as amostras, mostrando pequena variação entre as 
réplicas sugerindo maior confiabilidade no preparo das amostras e realização das análises. 
 















1 0,535 0,024 4,557 0,008 0,021 12,122 
2 0,401 0,017 4,294 0,007 0,015 5,238 
3 0,415 0,010 2,301 0,051 0,042 3,808 
4 0,674 0,024 3,616 0,272 0,040 6,889 
5 0,345 0,009 2,626 0,004 0,007 8,319 
6 0,584 0,013 2,224 0,057 0,018 14,314 
7 0,886 0,027 3,015 0,016 0,021 19,516 
8 0,403 0,010 2,370 0,124 0,010 18,051 
9 0,441 0,005 1,084 0,196 0,062 14,561 
10 0,317 0,001 0,448 0,009 0,010 5,000 
 
A variação da concentração do óxido de cariofileno nos óleos de C. multijuga foi de 
0,004 mg.mL-1 a 0,272 mg.mL-1. Apesar de estar presente em todos os óleos analisados, 
apresentou uma concentração relativamente baixa, o que é comumente esperado para os óleos 
desta espécie. Muitos autores relacionam a concentração do óxido de cariofileno com o estado 
de conservação do óleo, que muitas vezes são submetidos a reações fotoquímicas e à exposição 
excessiva ao calor, porém trabalhos anteriores sugerem que o óxido de cariofileno seja fruto 
do metabolismo da própria planta, como mecanismo de defesa (Cascon e Gilbert, 2000; 
Barbosa et al., 2013). 
Os maiores teores do óxido de cariofileno observados para as amostras 4, 8 e 9 podem 
estar relacionados com a diminuição da concentração e consequentemente da oxidação do β-
cariofileno. A robustez da metodologia utilizada pode ser avaliada pelo fato de que os valores 
não foram tão distantes do sugerido pela ANVISA (Rumel, 2003), como linearidade, LD e LQ 
apresentando CV e exatidão com valores dentro do padrão estabelecido. 
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4  CONCLUSÃO 
O método analítico desenvolvido por cromatografia em fase gasosa (CG-EM) permitiu 
a detecção e quantificação do β-cariofileno e do seu óxido em 10 óleos autênticos de Copaifera 
multijuga. O método desenvolvido mostrou-se adequado para a quantificação desses 
marcadores químicos, com limites de detecção e quantificação de 0,0089 mg.mL-1 e 0,0165 
mg.mL-1para o cariofileno e 0,0137 mg.mL-1 e 0,0280 mg.mL-1 para o óxido de cariofileno, 
respectivamente. A concentração do β-cariofileno nos óleos analisados variou de 0,317 
mg.mL-1 a 0,886 mg.mL-1 e a do óxido de cariofileno de 0,004 mg.mL-1 a 0,272 mg.mL-1. O 
método proposto pode ser considerado uma ferramenta eficaz para o controle de qualidade das 
oleorresinas de Copaifera multijuga, uma vez que este é o primeiro relato da quantificação 
desses marcadores químicos nos óleos desta espécie. Além disso, possibilitou a padronização 
da composição química desses óleos através da variação da concentração desses marcadores 
químicos. 
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